皱纹盘鲍HdhTPX2基因在毕赤酵母中的表达及抗氧化活性研究 by 乔琨 et al.
第 34 卷第 4 期 大 连 海 洋 大 学 学 报 Vol．34 No．4
2 0 1 9 年 8 月 JOUＲNAL OF DALIAN OCEAN UNIVEＲSITY Aug ． 2 0 1 9





( 1. 福建省水产研究所，福建省海洋生物增养殖与高值化利用重点实验室，福建 厦门 361013; 2. 福建农林大学 食品科学学院，
福建 福州 350002; 3. 厦门大学 海洋与地球学院，福建 厦门 361102)
摘要: 为研究皱纹盘鲍 Haliotis discus hannai Ino 硫氧还蛋白过氧化物酶 ( TPX2) 蛋白的抗氧化活性，将
HdhTPX2 基因克隆至 pPIC9K 载体，通过电击转化至毕赤酵母 GS115 菌株中，获得重组表达质粒 pPIC9K－
HdhTPX2，经甲醇诱导及亲和层析纯化得到重组 HdhTPX2 蛋白，并进行质谱鉴定及体外抗氧化功能检测。
结果表明: 本研究中成功构建了重组毕赤酵母菌株 GS115 /pPIC9K－HdhTPX2，经表达条件的优化，在 pH
为 7 的培养基中用 0. 5%甲醇诱导表达 72 h，分泌表达上清液中得到相对分子质量约为 25 000 的稳定表达
产物，纯化后的蛋白经质谱鉴定为目的蛋白; 体外活性测定发现，该蛋白清除羟自由基 ( ·OH) 能力强
于维生素 C，并对 H2O2引起的细胞损伤具有一定的保护作用。研究表明，皱纹盘鲍硫氧还蛋白过氧化物酶
HdhTPX2 在毕赤酵母表达系统中得到高效表达，重组表达产物具有抗氧化活性功能。
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酶 ( Thioredoxin Peroxidase，TPX ) 通常也被称为
过氧化物还原酶 ( Peroxiredoxins，PＲX) ，是一种
重要的硫醇特异性抗氧化蛋白［4－5］。TPX 最早发现
于酿酒酵母中［6］，随后在细菌、植物和动物中相
继被 报 道。哺 乳 动 物 TPX 分 为 6 类: TPX1 和
TPX2 主要分布在细胞质中; TPX3 位于线粒体;
TPX4 存在于细胞外; TPX5 分布在线粒体和过氧
化物酶体; TPX6 同样分布在细胞质中［7－9］。所有
TPX 的 N 端都含有保守的半胱氨酸残基，基于半
胱氨酸残基数量及 TPX 结构和功能的特性，又将
其分为 1－Cys TPX、典型 2－Cys TPX 和非典型 2－
Cys TPX［5］，含有相同数量半胱氨酸残基 TPX 的同
源性较高［4］。它们在调控细胞增殖与分化、细胞
信 号 转 导 等 众 多 生 理 生 化 反 应 中 发 挥 重 要 作










中国 重 要 的 海 水 养 殖 贝 类 之 一。尽 管 日 本 盘 鲍
Haliotis discus discus 的硫氧还蛋白过氧化物酶基因
AbTPX2 有被克隆［19］，但尚未见通过真核表达载体
对该蛋白进行体外重组表达的研究。本研究中，构
建了皱纹盘鲍 HdhTPX2 基因真核表达载体 pPIC9K－
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试验 用 毕 赤 酵 母 菌 株 GS115、表 达 载 体
pPIC9K 购自 Invitrogen 公司; 质粒克隆菌株 E. coli
DH5α 感受态细胞购自 TIANGEN 公司; pPMD18－T
质粒、高保真酶购自 Transgen 公司; 限制性内切
酶、D605A、DNA Ligation Kit 均 购 自 TaKaＲa 公








上游 引 物 F1 的 5' 端 加 SnaB Ⅰ 酶 切 位 点:
CATGTACGTAGCCCAAGTCGGAAACCTC， 下 游 引
物 Ｒ1 的 5!' 端 加 NotⅠ酶 切 位 点: ATGCGGC-
CGCTCA ATGGTGATGGTGATG ATGGTTGACCTTG-




库获得 ( GenBank 登录号: MK257743) 。以皱纹盘
鲍 HdhTPX2 重组 PMD18－T 阳性质粒 ( 本实验室
保存) 为模板，分别以 HdhTPX2 F1 和 HdhTPX2
Ｒ1 为 上、下 游 引 物 扩 增 目 的 基 因 片 段， 与
pPMD18－T 质粒连接，获得含有 HdhTPX2 目的基
因的重组阳性质粒，再以该阳性质粒为扩增模板，
通过 TransStartFastPfu DNA Polymerase 高 保 真 酶，
扩增目的基因片段。取 20 μg 上述回收的皱纹盘鲍




DNA Ligation Kit，于 16 ℃ 下将具有 SnaBⅠ和 Not
Ⅰ黏性末端的 pPIC9K 载体与具有相同黏性末端的
HdhTPX2 基因片段连接，转化至 E. coli DH5α 感受
态细胞中，涂布于含有氨苄霉素的 LB 琼脂平板上
培养。用 PCＲ 法鉴定阳性克隆菌，交由生工生物
工程 ( 上海) 股份有限公司进行 DNA 序列测定。





将转化液涂布 MD 平板，放入培养箱 ( 28 ℃ ) 中
培养 2～3 d。随机挑取 MD 平板上的单克隆菌落接
种于 YPD 平板培养。
1. 2. 3 HdhTPX2 重组蛋白的表达和纯化 从 YPD
平板上挑取单菌落于 10 mL BMGY 培养基中，并放
入培 养 箱 ( 28 ℃ ) 中， 以 230 r /min 摇 菌 至
OD600 nm值为 2～6 时，再转入 BMMY 培养基诱导表
达。比 较 不 同 浓 度 甲 醇 ( 0. 5%、1. 0%、2. 0%、
3. 0%) 、不同起始 pH ( 4、5、6、7、8) 和不同时
间点 ( 0、6、12、24、48、72、96 h) 重组蛋白的
表达量。利用 SDS－PAGE 对 HdhTPX2 重组蛋白的
表达量进行分析。其余表达菌液的上清，经透析缓
冲液透析 3 次，离心收集上清液并用 0. 45 μm 膜过
滤后待上柱纯化。
利用重组表达载体上的 6×His 标签对 HdhT-
PX2 重组蛋白进行亲和层析纯化。用 MilliQ 清洗镍
柱，用含 10 mmoL /L 咪唑的磷酸盐缓冲液 ( pH
8. 5) 平 衡 镍 柱，将 过 滤 后 的 发 酵 上 清 液 以 2
mL /min的流速上样，用含 10 mmoL /L 咪唑的磷酸
盐缓冲液 ( pH 8. 5) 清洗未结合的杂蛋白，用含 1
moL /L 咪唑的磷酸盐缓冲液 ( pH 8. 5) 洗脱目的
蛋白。收集洗脱峰，进一步对其进行 SDS－PAGE
电泳分析。
1. 2. 4 重组表达蛋白抗氧化活性测定 使用南京
建成生物工程研究所的试剂盒测定 HdhTPX2 蛋白
清除羟自由基 ( ·OH) 的活性，具体方法见试剂
盒说明书 ( 货号 A018) 。维生素 C ( VC) 是已知
的羟自由基清除剂，试验同时测定 VC 对羟自由基
的清除能力，并作为阳性对照。
采用 MTS /PMS 法测定重组蛋白 HdhTPX2 对
L929 及 L02 细胞活性的影响，具体方法参考文献
［22］。首先在 37 ℃ 下浓度为 5%的 CO2 培养箱中
培养人肝细胞 L02 与鼠成纤维细胞 L929。然后选
择 不 同 浓 度 ( 0、 6. 25、 12. 5、 25、 50、 100
μg /mL) 的重组蛋白 HdhTPX2 对 L929 和 L02 细胞
464 大 连 海 洋 大 学 学 报 第 34 卷
处理 24 h，加入 MTS /PMS 细胞增殖工作液避光孵
育 0. 75～2 h，用酶标仪测定 490 nm 波长下的吸光
值。
细胞氧化损伤试验采用 150 μmoL /L H2O2处理
L02 与 L929 细 胞， 加 入 不 同 浓 度 ( 0、6. 25、
12. 5、25、50、100 μg /mL) 重组蛋白 HdhTPX2，
用无 H2O2和未添加蛋白的细胞作空白对照 ( 记为
CON) ，置于 37 ℃下浓度为 5%的 CO2细胞培养箱
培养 3 h 后，加入 MTS /PMS 细胞增殖工作液，避
光孵育 0. 75～2 h，用酶标仪测定 490 nm 波长下的
吸光值。
1. 2. 5 血细胞溶血试验 马血细胞溶血试验方法
参考文献 ［23］，首先配制 4%马血细胞混悬液，
取不同浓度的重组蛋白 HdhTPX2 各 2 mL 至灭菌管
中，分别加入 1 mL 4%的马血细胞，轻柔混匀，于
37 ℃下浓度为 5%的 CO2 细胞培养箱中培养 2 h。
再从各管中取出 1 mL 溶液放入新的离心管中，并
置于离心机上以 900 g 离心 5 min，吸取 200 μL 上
清液至 96 孔酶标板中测定 OD500 nm。试验中以等体
积 MiiliQ 水作为阴性对照，1% TritonX－100 作为阳
性对照。
2 结果与分析
2. 1 pPIC9K－HdhTPX2 真核表达载体的构建与鉴
定
试验用表达载体 pPIC9K N 端含有 AOX1 启动
子，利用酵母信号肽 α－factor 因子引导 HdhTPX2
分泌表达，其 C 端加入 6×His 标签，可以通过亲和
层析纯化目的蛋白，真核表达载体的构建过程如图
1 所示。
图 1 PIC9K－HdhTPX2 重组质粒载体的示意图
Fig. 1 Schematic diagram of the expression vector of
pPIC9K－HdhTPX2
经 PCＲ 扩增获得 HdhTPX2 OＲF 框的编码序
列，大小为 594 bp，编码 198 个氨 基 酸 ( 图 2 －
A) 。分 别 使 用 SnaBⅠ和 NotⅠ对 目 的 基 因 及
pPIC9K 载体进行酶切 ( 图 2－B) ，将酶切后的载
体与目的基因连接，并转化至大肠杆菌 DH5α 中，
随机挑 取 部 分 阳 性 克 隆 培 养 并 送 生 工 生 物 工 程
( 上海) 股份有限公司测序。结 果 表 明，pPIC9K－
注: M1 为 DL2000 DNA Marker; M2 为 λHindⅢ DNA Marker; 1
为 HdhTPX2 的 PCＲ 产 物; 2 为 酶 切 前 pPIC9K 载 体; 3 为
pPIC9K 载体经 SnaBⅠ和 NotⅠ酶切后产物
Note: M1，DL2000 DNA Marker; M2，λHindⅢ DNA Marker; 1，
PCＲ amplification of HdhTPX2 gene; 2，plasmid pPIC9K; 3，plas-
mid pPIC9K digested with SnaBⅠ and NotⅠ
图 2 HdhTPX2 基因 PCＲ 产物及 pPIC9K 质粒酶切后
的电泳图
Fig. 2 Electrophoresis of expression pattern and diges-
tion of plasmid pPIC9K vector of HdhTPX2
fragment
HdhTPX2 载体序列正确。
2. 2 HdhTPX2 蛋白诱导表达条件的优化
试验中比较了不同浓度甲醇 ( 0. 5%、1. 0%、
2. 0%、3. 0%) 、培 养 基 不 同 起 始 pH ( 4、5、6、
7、8) 和诱导后不同时间点 ( 0、6、12、24、48、
72、96 h) 条件下，重组蛋白 HdhTPX2 的表达量。
结果表明，pH 为 7 的培养基中加入 0. 5%甲醇诱导
后，在相对分子量约 25 000 的位置出现条带，且
在 72 h 时表达量最高 ( 图 3) 。
2. 3 重组蛋白 HdhTPX2 的纯化及鉴定




间质谱仪 ( LC－MALDI－TOF－TOF) 鉴定，确认该
蛋白为 HdhTPX2 ( 图 4) 。
2. 4 HdhTPX2 蛋白的抗氧化活性评价
2. 4. 1 HdhTPX2 蛋白体外清除羟自由基的能力
如图 5 所示，重组蛋白 HdhTPX2 清除羟自由基的
能力随蛋白浓度的增加而增强，其 IC50 为 0. 028
mg /mL。试验 设 置 VC 为 阳 性 对 照，测 得 VC 的
IC50为 0. 25 mg /mL。这表明，重组蛋白 HdhTPX2
具有较强的清除羟自由基能力。
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注: M 为蛋白质 Marker ( 26616，Thermo Scientific) ; A 为不同诱导时间对重组蛋白 HdhTPX2 表达的影响; B 为不同起始 pH 对重组蛋白
HdhTPX2 表达的影响; C 为不同甲醇浓度对重组蛋白 HdhTPX2 表达的影响
Note: M，protein Marker ( 26616，Thermo Scientific) ; A，the effect of different induction time on the recombinant HdhTPX2 expression; B，the
effect of initial pH on the expression of the recombinant HdhTPX2; C，the effect of methanol concentration on the expression of the recombinant
HdhTPX2
图 3 重组蛋白 HdhTPX2 在毕赤酵母中表达条件的优化
Fig. 3 Optimization of conditions of recombinant HdhTPX2 expression in yeast Pichia pastoris
注: M 为蛋白质 Marker ( 26614，Thermo Scientific) ; 1 为 HdhTPX2 蛋白纯化前; 2 为 HdhTPX2 蛋白纯化后
Note: M，protein Marker ( 26614，Thermo Scientific) ; 1，TPX2 protein before purification; 2，TPX2 protein after purification
图 4 HdhTPX2 蛋白的纯化电泳及质谱鉴定图
Fig. 4 SDS－PAGE electrophoresis and the MALDI－TOF MS spectrum of purified HdhTPX2 protein
图 5 重组表达产物 HdhTPX2 及 VC 对羟自由基的清除能力
Fig. 5 Effect of recombinant expression product of HdhTPX2 and VC on scavenging hydroxyl free radicals
2. 4. 2 HdhTPX2 蛋白对 L929 和 L02 细胞活性的
影响 将不同浓度的纯化后的 HdhTPX2 蛋白与
L929 和 L02 细胞培养 24 h 后，浓度低于或等于 50
μg /mL 的 HdhTPX2 蛋白对 L929 细胞活性均无显
著性影响 ( P＞0. 05) ，浓度为 100 μg /mL 的 HdhT-
PX2 蛋白组 L929 细胞活性较浓度为 0 μg /mL 组显
著下降 ( P＜0. 05) ; 浓度低于或等于 100 μg /mL 的
HdhTPX2 蛋 白 对 L02 细 胞 活 性 均 无 显 著 性 影 响
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( P＞0. 05) ( 图 6) 。
2. 4. 3 HdhTPX2 蛋白对 H2O2 引起的细胞损伤的
保护作用 将不同浓度的 HdhTPX2 蛋白与 H2O2共
同孵育 L929 和 L02 细 胞 3 h，以 未 添 加 蛋 白 和
H2O2的组作为空白对照 ( CON) 。从图 7 可见: 随
着 HdhTPX2 蛋白浓度的增大，L929 细胞活性不断
升高，浓度为 50 μg /mL 的 HdhTPX2 蛋白组 L929
细胞活性显著高于蛋白浓度为 0 μg /mL 的组 ( P＜
0. 05) ; HdhTPX2 蛋白同样对 L02 细胞也具抗氧化
作用，浓度为 50 μg /mL 的 HdhTPX2 蛋白与 H2O2
共同孵育 L02 细胞能够显著提高细胞活性 ( P ＜
0. 05) ，该试验证实，HdhTPX2 蛋白可以保护H2O2
引起的 L929 及 L02 细胞过氧化损伤。
注: * 表示与 0 μg /mL 蛋白浓度组有显著性差异 ( P＜0. 05) ，下同
Note: * means significant difference compared with 0 μg /mL protein concentration group ( P＜0. 05) ，et sequentia
图 6 重组表达产物 HdhTPX2 对 L929 及 L02 细胞活性的影响
Fig. 6 Effects of recombinant expression product HdhTPX2 on L929 and L02 cell activity
图 7 重组表达产物 HdhTPX2 对 H2O2 诱导 L929 与 L02 细胞损伤的保护作用
Fig. 7 Protection of L929 and L02 cells against H2O2 injury by recombinant expression product HdhTPX2
2. 4. 4 HdhTPX2 对马血细胞溶血性作用评价 对
重组表达产物的溶血试验结果表明，HdhTPX2 对
马血细胞溶血的影响非常小，在 HdhTPX2 蛋白最
大浓度 720 μg /mL 时，溶血率均低于 5%( 表 1) 。
3 讨论
3. 1 HdhTPX2 重组蛋白表达
对于 TPX 蛋白功能的研究，多数学者采用原
核表达的方式获取该蛋白。如廖剑［23］构建了青岛
文昌鱼硫氧还蛋白过氧化物酶 ( TPX) 的原核表达
载体，重组的青岛文昌鱼 TPX 以同源二聚体和单
体混合的形式存在。李 永 光［24］ 构 建 了 猪 带 绦 虫
TPX 的重组表达质粒 p GEX－4T－Tm TPX，转化至
大肠杆菌 BL－21 中，经 IPTG 诱导获得约 43 000 的
表 1 重组表达产物 HdhTPX2 对马血细胞溶血作用的评价
Tab. 1 Effect of recombinant expression product HdhT-
PX2 on hemolysis of horse blood cells




5. 625 0. 260±0. 740
11. 250 0. 733±1. 310
22. 500 －0. 158±0. 259
45. 000 0. 455±0. 225
90. 000 1. 550±1. 799
180. 000 0. 668±0. 652
360. 000 2. 237±1. 132
720. 000 4. 186±0. 722
融合蛋白，用其纯化产物免疫家兔，具有较好的免
疫原性。毕赤酵母是一个优良的异源表达宿主，能
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对翻译后的蛋白进行更好的修饰，因此，获得的表
达产物具有更高的活性，常被用于生物制药及工业
酶 的 生 产 中［25－28］。本 研 究 中， 采 用 毕 赤 酵 母








得相对分子质量约为 25 000 的蛋白，并通过肽指
纹图谱鉴定为目标蛋白。





达产物抗氧化活性高低。通过与 VC 比较 50%清除
率的浓度发现，纯化后得到的 HdhTPX2 蛋白具有
清除羟自由基的能力，并且对 H2O2 引起的 L929
和 L02 细胞损伤具有一定的保护作用。Kim 等［6］发
现，酵母 TPX 具有清除过氧化氢和羟自由基的作
用，在金属催化氧化系统中会产生羟自由基，从而
引起 DNA 损伤。Pushpamali 等［19］将 AbTPX2 构建
至 pMAL 表达载体中，通过 E. coli BL21 原核表达
系统对该蛋白进行融合表达，经纯化得到相对分子
质量为 64 500 的 AbTPX2 融合蛋白。该蛋白可以催





应用 进 行 了 评 价，分 别 测 定 其 对 鼠 成 纤 维 细 胞
L929 与人肝细胞 L02 细胞活性影响，并进行了马
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Expression and antioxidant activity of HdhTPX2 gene from disk
abalone Haliotis discus hannai Ino in yeast Pichia pastoris
QIAO Kun1，FANG Chun－hua1，2，CHEN Bei1，PENG Hui3，PAN Nan1，
CAI Shui－lin1，XU Min1，CHEN Li－jiao2，HAO Hua3，LIU Zhi－yu1
( 1． Key Laboratory of Cultivation and High－value Utilization of Marine Organisms in Fujian Province，Fisheries Ｒesearch Institute of Fujian，Xiamen
361013，China; 2． School of Food Science，Fujian Agriculture and Forestry University，Fuzhou 350002，China; 3． College of Ocean and Earth Sci-
ences，Xiamen University，Xiamen 361102，China)
Abstract: HdhTPX2 gene was cloned into pPIC9K vector and transformed into yeast Pichia pastoris GS115 strain
by electroporation to obtain recombinant expression plasmid pPIC9K－HdhTPX2 in order to study the antioxidant ac-
tivity of HdhTPX2 from disk abalone Haliotis discus hannai Ino． The recombinant product was induced by methanol，
purified using immobilized metal affinity chromatography and confirmed using MS－fingerprinting to gain more infor-
mation on its antioxidant function． The recombinant plasmid GS115 /pPIC9K－HdhTPX2 was shown to be construc-
ted successfully，and the optimal expression was found under conditions of incubation with 0．5% methanol for 24 h
at 28 ℃ and pH 6．0，with a stable expressed product with molecular weight of about 25 000，consistent with the
calculated molecular weight of HdhTPX2． The mass spectrum analysis revealed that the recobinant HdhTPX2 as pu-
rified recombinant protein showed stronger ability to scavenge hydroxyl radicals than VC and protect cells against
the toxicity caused by H2O2 in vitro antioxidant activity． The findings indicate that yeast P．pastoris is an effective ex-
pression system for producing large quantities of biological active HdhTPX2．
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